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^ (57) Abstract: The invention relates to a ribosomal protein L3 (RPL3), whereby the amino acid sequence thereof comprises a muta- 
^ tion at the location of serine 2 and/or proline 9 and/or tryptophan 255 and/or histidine 256 so that the organism in which the mutated 
RPL3 is expressed exhibits an increased trichothecene resistance. The invention also relates to a method for producing a mutated 
ON DNA molecule which comprise a region that codes for RPL3 and which leads to an increased trichothecene resistance in the organism 
I/") in which it is expressed. 

^ (57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein ribosomales Protein L3 (RPL3), wobei dessen Aminosauresequenz an der S telle 
Serin 2 und/oder Prolin 9 und/oder Tryptophan 255 und/oder Histidin 256 eine Mutation aufweist, so dass der Organismus, in dem das 

^ mutierte RPL3 exprimiert wird, eine erhohte Trichothecen-Resistenz aufweist, sowie ein Verfahren zur Hersteilung eines mutierten 
DNA-Molekiils umfassend eine fur RPL3 codierende Region, das in dem Organismus, in dem es exprimiert wird, zu einer erhOhten 

^ Trichothecen-Resistenz fiihrt. 



WO 01/05976 



- 1 - 



PCT/ATOO/00194 



Mutiertes ribosomales Protein L3 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein ribosomales Protein L3 
(RPL3) , ein DNA-Moiekui, das fur dieses Protein codiert, einen 
biologisch f unktionellen Vektor, umfassend das DNA-Molekul, ein 
Verfahren zur Herstellung von Trichothecen- toleranten rekombi- 
nanten Zellen, insbesondere Pf lanzenzellen, und Pflanzen. 

Weiters betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung ei- 
nes DNA-Molekuls umfassend eine fur RPL3 codierende Region, das 
in dem Organismus, in dem es exprimiert wird, zu einer erhohten 
Trichothecen-Resistenz f uhrt . 

Trichothecene sind eine Gruppe von toxischen, sesquiterpenoiden, 
sekundaren Metaboliten, welche hauptsachlich von pf lanzenpatho- 
genen Pilzen, wie Trichothecium, Fusarium, Myrothetium, Tricho- 
derma, Stachybotrys gebildet werden. Insgesamt sind mehr als 180 
verschiedene naturlich vorkommende Verbindungen verschiedener 
Gruppen isoliert worden. Meistens werden folgende vier Toxin- 
Gruppen beschrieben, die sich in ihrem chemischen Aufbau unter- 
scheiden: Die groSte Bedeutung haben die Gruppe A und B, die 
sich durch das Vorkommen einer Ketogruppe am C 8 unterscheiden, 
Toxine der Gruppe C besitzen an der gleichen Stelle (zwischen C e 
und C v ) eine weitere Epoxygruppe. Die makrozyklischen Trichothe- 
cene werden in Gruppe D zusammengef asst . 

Trichothecene spielen als Virulenzf aktor bei der Pf lanzenpatho- 
genese von Pilzen eine groSe Rolle. Die toxische Wirkung der 
Trichothecene, die je nach Struktur der Trichothecene unter- 
schiedlich hoch ist, beruht im Wesentlichen auf durch Bindung an 
ribosomale Untereinheiten verursachte Inhibierung der Transla- 
tion (Cundliffe et al . , Inhibition of initiation, elongation and 
termination of eukaryotic protein synthesis by trichothecene 
fungal toxins; Antimicrobial Agents and Chemotherapy (1977) , 
Vol. 11, Nr. 3, S. 491-499) . 

Das in Getreide wichtigste Mykotoxin ist Deoxynivalenol (DON) , 
ein Vertreter der Typ B-Trichothecene , wobei der TDI-Wert 
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(tolerable daily intake) fur Erwachsene und Kinder auf 3 ^ig 
DON/kg Korpergewicht bzw. 1,5 |ig/kg geschatzt wird. 

Die Kontamination wichtiger landwirtschaf tlicher Produkte, wie 
Weizen, Gerste Oder Mais mit Mykotoxinen, wie den Trichothece- 
nen, ist ein weltweites Problem. Ihre Verbreitung in diesen 
landwirtschaf tlichen Produkten hat nicht nur beim unmittelbaren 
Verzehr dieser Lebensmittel durch den Menschen, sondern auch bei 
der Verfiitterung an Nutztiere in der Landwirtschaf t , negative 
Auswirkungen auf deren Gesundheit. 

Trichothecen-Intoxikationen sind mit Brechreiz, Diarrhoe, Anore- 
xie, Ataxie, Leukocystose und nachfolgend schwerer Leukopenic, 
Entziindungen des Magen-Darm-Traktes, Zerstdrung von Nervenzellen 
des Zentralnervensystems, Hamorrhagie des Herzmuskels, Lasionen 
von Lymphknoten, Testes und Thymus und Gewebsnekrosen verbunden. 

Auch die chronische Aufnahme von geringen Mengen von Trichothe- 
cenen ist problematisch, da Effekte wie Beeintrachtigung des 
Immunsystems und Storungen des Neurotransmitterhaushaltes auf- 
treten konnen (B. Rotter, D. Prelusky und J. Pestka, Toxicology 
of deoxynivalenol (vomitoxin) , J. Toxicol. Environ. Health 48 
(1996) , 1-34) . 

Die aussichtsreichste und einzige nachhaltige Losung des Pro- 
blems der Trichothecen-Kontamination von Lebensmitteln ist die 
Zuchtung von Pflanzen, die erhohte Resistenz gegen Fusarium-Ar- 
ten aufweisen und auch nach Befall nur niedrige Mykotoxin-Kon- 
zentrationen aufweisen. Es sind im verfugbaren Zuchtmaterial von 
Weizen, Gerste, etc. jedoch keine vollstandigen Resistenzen be- 
kannt, sondern nur polygen vererbte, quantitative Unterschiede . 
Dabei ist eine Erfahrung der Pf lanzenzuchter , dass eine hohe Re- 
sistenz gegen DON in vitro stark mit hoher Feldresistenz gegen 
Fusarium (geringe visuell bonitierte Symptome) und niedrigem 
DON-Gehalt im Erntegut nach artif izieller Inokulation korreliert 
ist . 

Es ist anzunehmen, dass DON als Protein Biosynthese- Inhibitor 
die aktive Abwehr der Pflanze unterdruckt und andererseits in 
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Toxin-resistenteren Pflanzen die naturliche Abwehr gegen den 
Pilz effizienter ist. 

Mit Hilfe einer semi dominant en Mutante der Backerhefe Saccha- 
romyces cerevisiae Stamm CLP1, die resistent gegen Trichodermin, 
einem Vertreter der Trichothecene war, konnten Fried und Warner 

(Cloning of yeast gene for trichodermin resistance and ribosomal 
protein L3 , Proc. Natl. Acad. Sci., USA; Vol. 78, Nr. 1, S. 238- 
242, Janner 1981) zeigen, dass das ribosomale Protein L3 (RPL3) 
der Wirkungsort dieses Toxins ist, siehe auch L.D. Schultz und 
J.D. Friesen (1983): Nucleotide sequence of the tcml gene 

(ribosomal protein L3) of Saccharomyces cerevisiae, J. Bacteriol 
155 # 8-14. 

In der Schrift von Ohtake et al . ("Yeast Virus Propagation 
depends critically on free 60S ribosomal subunit concentration"; 
Molecular and Cellular Biology, May 1995, (2772-2781)) wird be- 
schrieben, dass Mutationen in verschiedenen MAK-Genen (z.B. im 
RPL3 -Gen) zu einer Verringerung der freien 60S Ribosomen-Unter- 
einheiten fuhren und sich auf die Bildung des Toxin- codierenden 
Satelliten M x des L-A doppelstrangigen RNA- Virus auswirken. 

GemaS der Verof f entlichung von Peltz et al . ("Ribosomal Protein 
L3 mutants alter translational fidelity and promote rapid loss 
of the yeast killer virus", Molecular and Cellular Biology, Jan. 
1999 (384-391)) fuhren Mutationen im RPL3 -Gen zu einer Verringe- 
rung der Translation des M x Killer-Virus. 

In der Schrift von Liebich et al . ("Two genes encoding ribosomal 
protein L3 of Schizosaccharomyces pombe and their proximal pro- 
moter regions", Gene 142 (1994), (119-122)) wird die geklonte 
Sequenz von zwei Genen (RPL3-1 und RPL3-2) beschrieben. Diese 
Sequenzen weisen ein Sequenz fragment auf, das 75% Identitat zu 
einem Sequenzf ragment des Saccharomyces cerevisae RPL3 -Gens 
zeigt . 

Die Schrift von Steel et al . ("Sequence and developmental 
regulation of the gene that encodes the Dictyostelium discoideum 
L3 ribosomal protein", Gene 162 (1995), (123-128)) betrifft ge- 
nomische und rekombinante Plasmide, die fur das RPL3- Protein von 
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Dictyostelium discoideum (Dd) codieren. Die Sequenzen dieser 
Plasmide weisen einen hohen Grad an Homologie zu Genen von RPL3- 
Proteinen von niederen und hohen Eukaryoten auf . 

Das Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, aufgrund von moleku- 
lar-biologischen Untersuchungen die Ursache der Resistenz fest- 
zustellen und aufgrund dieser Feststellung weitere zur Resistenz 
fuhrende Mutationen des ribosomalen Proteins L3 zur Verfugung zu 
stellen, so dass Trichothecen-resistente Zellen, insbesondere 
Pf lanzenzellen, sowie Trichothecen-resistente Pflanzen erhalten 
werden konnen. Es sollen weiters DNA-Molekule , codierend fur das 
mutierte Protein, zur Verfugung gestellt werden. 

Das erf indungsgem&Se RPL3 der eingangs angefuhrten Art ist da- 
durch gekennzeichnet , dass dessen Aminosauresequenz an der Stel- 
le Serin 2 eine Mutation aufweist, so dass der Organismus, in 
welchem das mutierte RPL3 exprimiert wird, eine erhohte Tricho- 
thecen-Resistenz aufweist . 

Diese Mutationsstelle in der Aminosauresequenz zur Herstellung 
von Trichothecen-resistenten Organismen kann beispielsweise 
durch Mutation eines gut etablierten Labororganismus, wie von 
Saccharomyces cerevisiae, anschliefiender Selektion in Trichothe- 
cen-haltigem Nahrboden und Sequenzieren der resistenten Stamme 
gefunden. Dabei ist jede Mutation an der Serin 2-Stelle denkbar, 
solange das RPL3 weiterhin f unktionsf ahig bleibt . Eine Mutation 
an der Serin 2-Stelle der Aminosauresequenz kann bei RPL3-Pro- 
teinen eines jeden Organismus durchgefuhrt werden, z.B. bei Sau- 
gern, Pflanzen, Pilzen sowie Mikroorganismen. Dabei sind diese 
Begriffe im weitesten Sinn zu verstehen, so dass alle Organismen 
bzw. Zellen davon betroffen sind, die ein RPL3 aufweisen. 

Unter Trichothecen-Resistenz wird eine Resistenz gegen einen, 
mehrere oder alle Trichothecen-Typen verstanden, insbesondere 
gegen Typ B und DON, wobei Zellen, die das mutierte RPL3 -Gen 
enthalten, bei bestimmten fur Wildtypen inhibitorischen Tricho- 
thecen-Konzentrationen noch wachsen konnen. Diese mutierten Zel- 
len weisen vorzugsweise eine 50 % hohere Resistenz, besonders 
bevorzugt eine 2 00 % hohere Resistenz, gegen Trichothecene , ver- 
glichen mit den jeweiligen Wildtypen, auf. 
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Ein vorteilhaf tes RPL3 weist an der Stelle Serin 2 eine Amino- 
saure mit einer aliphatischen Seitenkette auf. 

Vorzugsweise umfasst das RPL3 eine Aminosauresequenz, die an 
Stelle des Serins 2 ein Prolin aufweist. Wurde das Serin gegen 
ein Prolin ausgetauscht, weisen die Zellen mit diesem rekombi- 
nanten RPL3 eine besonders hohe Resistenz gegenuber Trichothecen 
auf , 

Ein weiterer Aspekt dieser Erfindung betrifft ein RPL3 , dessen 
Aminosauresequenz an der Stelle Prolin 9 eine Mutation aufweist, 
so dass der Organismus, in dem das mutierte RPL3 exprimiert 
wird, eine erhohte Trichothecen-Resistenz aufweist. Auch hier 
kann Prolin durch jegliche Aminosaure ausgetauscht werden, so- 
lange das Protein aktiv bleibt . Besonders bevorzugt ist ein 
RPL3 , dessen Aminosauresequenz an Stelle des Prolins eine andere 
Aminosaure mit aliphatischer Seitenkette aufweist. Dabei ist es 
besonders vorteilhaf t, wenn die Aminosauresequenz an Stelle des 
Prolins ein Leucin aufweist. Durch diese Mutation wird ein re- 
kombinanter Organismus erhalten, der resistent gegenuber Tricho- 
thecenen ist . 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein RPL3 , 
ausgenommen RPL3 aus Saccharomyces cerevisiae Stamm CLP1, dessen 
Aminosauresequenz an der Stelle des Tryptophans 2 55 eine Muta- 
tion aufweist , so dass der Organismus , in dem das mutierte RPL3 
exprimiert wird, eine erhohte Trichothecen-Resistenz aufweist . 
Durch eine Mutation an dieser Stelle, wobei das Tryptophan durch 
jegliche andere Aminosaure ausgetauscht werden kann, werden Or- 
ganismen zur Verfugung gestellt, die eine gegenuber Trichothece- 
nen hohere Resistenz urn uber 50 %, insbesondere uber 2 00 %, ver- 
glichen mit dem Wildtyp auf weisen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung erfolgt die Nummerierung 
der Aminosauresequenz entsprechend der Nummerierung der Amino- 
sauren der Seq.ID.Nr.l (aus Saccharomyces cerevisiae). Manche 
Organismen weisen eine durch Insertion bzw. Deletion einiger 
Aminosauren verschobene Sequenz auf. Bei diesen Sequenzen be- 
zieht sich die jeweilige ausgetauschte Aminosaure auf die ent- 
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sprechende gleiche Arainosaure, die sich jedoch urn eine oder meh- 

rere Aminosauren weiter oben oder unten in der Sequenz bef indet . 

Bei manchen Organismen befindet sich das entsprechende Trypto- 
phan an der Stelle 252 (s. Adams et al . , "Sequence identifica- 
tion of 2, 375 human brain genes", Nature 355 (6361), 632-634 
(1992) ) , bzw. an der Stelle 257 (s. die Sequenz von Drosophila 
melanogaster , Hinterlegungsnummer 016797, von Chan et al . ) , oder 
auch 258 (s. Nishi et al., "The primary structure of two prote- 
ins form the large ribosomal subunit of rice"; Biochim. Biophys . 
Acta 1216 (1), 110-112 (1993)), urn nur einige Beispiele zu nen- 
nen. Selbstverstandlich wird gemafc der vorliegenden Erfindung 
jeweils das dem Tryptophan 255 der Seq.ID.Nr. 1 entsprechende 
Tryptophan ersetzt . 

Dabei ist es besonders vorteilhaft, wenn die Aminosauresequenz 
an Stelle des Tryptophans ein Cystein oder Methionin auf weist . 
Durch den Ersatz des Tryptophans mit einer Aminosaure mit schwe- 
felhaltiger Seitenkette werden besonders resistente Zellen er- 
halten. Besonders giinstig ist es, wenn die Aminosauresequenz an- 
stelle des Tryptophans ein Cystein auf weist . Dies stellt einen 
fur Trichothecen-resistente Zellen besonders optimalen Austausch 
dar . 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein 
RPL3, dessen Aminosauresequenz an der Stelle des Tryptophans 255 
eine Aminosaure mit basischer Seitenkette auf weist, so dass der 
Organismus, in dem das mutierte RPL3 exprimiert wird, eine er- 
hohte Trichothecen-Resistenz auf weist. Wird das Tryptophan 255 
durch eine Aminosaure mit basischer Seitenkette ersetzt, werden 
ebenfalls besonders resistente Zellen erzeugt, die gleichzeitig 
eine ausreichende Lebensf ahigkeit aufweisen. Auch hier gilt wie- 
derum, dass bei verschobener Aminosauresequenz das jeweilige 
entsprechende Tryptophan ausgetauscht wird. 

Dabei ist es besonders vorteilhaft, wenn die Aminosauresequenz 
an Stelle des Tryptophans ein Arginin auf weist. Das Arginin 
wirkt an dieser Stelle besonders resistenzf ordernd . 
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Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein 
RPL3 , dessen Aminosauresequenz an der Stelle des Histidins 256 
eine Mutation aufweist, so dass der jeweilige Organismus, in dem 
das mutierte RPL3 exprimiert wird, eine erhohte Trichothecen-Re- 
sistenz aufweist. Dabei kann das Histidin 256 durch jede mogli- 
che Aminosaure ersetzt werden, solange die Funktion des RPL3 ge- 
wahrleistet ist. Auch hier gilt wiederum, dass bei verschobener 
Sequenz das jeweils entsprechende Histidin ausgetauscht wird. 

Vorzugsweise weist die Aminosauresequenz an Stelle des Histidins 
eine Aminosaure mit einer aromatischen Seitenkette auf. Eine 
Aminosaure mit aromatischer Seitenkette wirkt an dieser Stelle 
besonders resistenzf ordernd, wobei es besonders gunstig ist, 
wenn die Aminosauresequenz an Stelle des Histidins ein Tyrosin 
aufweist- Durch den Ersatz von Histidin durch Tyrosin bleibt die 
Aktivitat des RPL3 erhalten, wobei eine hohe Trichothecen-Resi- 
stenz erhalten wird. 

Fur eine hohe Resistenz ist es weiters gunstig, wenn die Amino- 
sauresequenz des RPL3 an zwei Stellen eine Mutation wie oben be- 
schrieben aufweist. Dabei kann jede erdenkliche Kombination mog- 
lich sein, z.B. eine Mutation an der Stelle Serin 2 und eine 
weitere Mutation an der Stelle Prolin 9 bzw. zusatzlich eine Mu- 
tation an der Stelle des Tryptophans 255 und/oder eine Mutation 
an der Stelle des Histidins 256. Mutanten mit zumindest zwei der 
oben beschriebenen Mutationen konnen noch bessere Resistenzei- 
genschaften aufweisen als die Einzelmutanten, da sie um zumin- 
dest eine Konzentrationsstuf e resistenter sein konnen. 

Eine optimale Resistenz eines Organismus wird dadurch erhalten, 
dass die Aminosauresequenz des RPL3 eine Mutation im C-termina- 
len Bereich und eine im N-terminalen Bereich aufweist. Auch hier 
sind wieder verschiedene Kombinationen moglich, so z.B. eine Mu- 
tation an der Stelle Serin 2 in Kombination mit einer Mutation 
an der Stelle Tryptophan 255 bzw. eine Mutation an der Stelle 
Prolin 9 in Kombination mit einer Mutation an der Stelle Histi- 
din 256 oder umgekehrt . Die Doppelmutante P9L/W255R zeigt eine 
erhohte Trichothecen- Resistenz , die Doppelmutante mit dem Allel 
S2P/W255R weist besonders hohe Resistenzeigenschaf ten auf. 
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Bei all diesen oben beschriebenen Mutationen handelt es sich da- 
bei urn fur die Trichothecen-Resistenz entscheidende Mutationen. 
Es ist selbstverstandlich, dass jegliche weitere Mutationen im 
Rahmen dieser Erfindung vorgesehen sein konnen, solange sie die 
Aktivitat des RPL3 nicht wesentlich vermindern, d.h. die Lebens- 
fahigkeit des mutierten Organismus nicht gefahrdet wird. Es kon- 
nen dabei z.B. andere Substitutions-, Deletions- und/oder Inser- 
tionsmutationen vorgesehen sein, die fur den Fachmann auf diesem 
Gebiet ohne weiteres erhaltlich sind und auf ihre Lebensf ahig- 
keit und Resistenzeigenschaf ten vor allem mit den hierin darge- 
stellten Methoden uberpruft werden konnen. 

Weiters kann es besonders gunstig sein, wenn am C-Terminus der 
Aminosauresequenz eine zusatzliche Sequenz angehangt ist. Diese 
zusatzliche Sequenz kann z.B. mittels PCR eingefuhrt werden, wo- 
bei die Sequenz fur verschiedene Funktionen eingesetzt werden 
kann, z.B. als Epitop fur Antigen-Antikorperreaktionen bzw. eine 
Sequenz, die zum Nachweis des Proteins dient . 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein DNA- 
Molekul, das fur eines der oben beschriebenen RPL3- Pro t eine co- 
diert . Neben den Mutationen, die zum Austausch der oben genann- 
ten Aminosauren fuhren, kann es auch' jegliche andere Mutationen 
beinhalten, solange es fur ein aktives, f unktionsf ahiges RPL3 
mit Trichothecen-Resistenz codiert . 

Von Vorteil ist weiters ein DNA-Molekul, das eine Teilsequenz 
des oben beschriebenen DNA-Molekuls , inklusive des jeweils mu- 
tierten Bereiches, umfasst. Dieses kann z.B. eine Sequenz im C- 
Bereich als auch eine Sequenz im N-Bereich des RPL3 umfassen, 
wichtig ist lediglich, dass es zumindest eine der oben beschrie- 
benen Mutationen, die zur Trichothecen-Resistenz fuhren, umfasst 
und zumindest eine Lange von 15-25 bp, insbesondere von uber 
25 bp, aufweist. Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung sind 
hierunter auch die jeweiligen Komplementarsequenzen zu verste- 
hen. Es konnen z.B. zwei Teilsequenzen zur Verfugung gestellt 
werden, die als Primer fur eine PCR-Reaktion verwendet werden. 
Dadurch konnen die spezifischen mutierten Sequenzen amplifiziert 
und so z.B. nachgewiesen werden. 
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Besonders bevorzugt ist ein DNA-Molekul, das kovalent mit einer 
nachweisbaren Markierungssubstanz assoziiert ist. Diese moleku- 
laren Marker sind insbesondere nutzlich zum Auffinden von in ge- 
netischen Resourcen naturlicherweise vorhandenen oder durch 
kiassische Mutationsverf ahren induzierte Varianten eines RPL3- 
Gens einer (Nutz) pf lanze, die einer der in Hefe identif izierten 
resistenzvermittelnden Mutationen entsprechen und zu erhohter 
Trichothecen-Resistenz fuhren. Das DNA-Molekul bindet an die ho- 
mologe Sequenz und die Markierungssubstanz wird in der Folge 
nachgewiesen. Diese Markierungssubstanz kann beispielsweise eine 
f luoreszierende, lumineszierende, radioaktive Substanz sowie 
eine nichtisotrope Markierung sein. Dadurch werden Reagentien 
bereitgestellt , die fur den Nachweis, die Selektion und Quanti- 
fizierung von homologen Sequenzen in Flussigkeitsproben aber 
auch in festen Gewebeproben, z.B. von Pflanzen, durch Hybridi- 
sierungsverf ahren oder PCR-Verf ahren nutzlich sind. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfinduhg betrifft einen 
biologisch f unktionellen Vektor, der ein oben beschriebenes DNA- 
Molekul umfasst. Zur Transformation in Wirtsszellen ist ein ei- 
genstandiger vermehrungsf ahiger Vektor notwendig, wobei je nach 
Wirtszelle, Transf ormationsmechanismus, Aufgabe und GroiSe des 
DNA-Molekuls ein passender Vektor verwendet werden kann. Diese 
Vektoren sind jedem Fachmann bestens bekannt, so dass auf eine 
Aufzahlung aller moglichen Vektorenarten in dieser Anmeldung 
verzichtet wird. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Ver- 
f ahren zur Herstellung von Trichothecen- toleranten rekombinanten 
Zellen, wobei zumindest ein erf indungsgemaEes DNA-Molekul oder 
ein Vektor wie oben beschrieben in die Zelle eingeschleust und 
das mutierte RPL3 exprimiert wird. 

Wird das erf indungsgemafce DNA-Molekul oder der Vektor in eine 
Zelle effizient eingeschleust, exprimiert die Zelle rekombinan- 
tes RPL3 und weist somit eine erhohte Trichothecen-Resistenz 
auf. Das Einschleusen des DNA-Molekuls oder des Vektors in die 
Zelle kann auf unterschiedliche Arten bewerkstelligt werden, 
beispielsweise durch Agrobacterium-vermittelte Transformation, 
mittels des biolistischen Verfahrens (particle gun) , durch Elek- 
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troporation, oder verschiedene Methoden des direkten DNA-Trans- 
fers in Protoplasten. Auch diese Methoden sind jedem Fachmann 
bestens bekannt, so dass auf eine detaillierte Erlauterung die- 
ser Methoden hier verzichtet werden kann. Die Selektion einer 
erf olgreichen Einschleusung des DNA-Molekuls in eine Zelle kann 
direkt mit Trichothecen-haltigem Nahrboden durchgefuhrt werden 
(Selektions-Marker) . Dabei konnen Medien verwendet werden, die 
unterschiedlichste Verbindungen der Trichothecen-Klasse im je- 
weiligen sinnvollen Konzentrationsbereich enthalten. 

Eine weitere Selektion kann z.B. durch Selektion auf einen kon- 
ventionellen Trans format ionsmarker (z.B. Antibiotika- oder Her- 
bizidresistenz und anschlieSendes Screening auf Trichothecen-Re- 
sistenz) erfolgen oder auch dadurch, dass das in die Zelle inte- 
grierte DNA-Molekul fur ein weiteres Protein codiert, das sicht- 
bar ist oder gemacht werden kann. Somit ist eine erfolgreiche 
transf ormierte Zelle sichtbar (Screening-Marker) . Solche Prote- 
ine sind z.B. die p-Glucuronidase, Lucif erase oder Griinfluores- 
zenz- Protein aus Quallen. 

Weiters wird ein Verfahren zur Herstellung von Trichothecen- to- 
leranten rekombinanten Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen zur Verfu- 
gung gestellt, wobei zumindest ein erf indungsgemafces DNA-Molekul 
oder ein oben beschriebener Vektor in die Pflanze bzw. Pf lanzen- 
zellen eingeschleust und das mutierte RPL3 exprimiert wird. 

Es ist jede Pf lanzen-Transf ormations-Technologie , von der be- 
reits eine Reihe beschrieben und erfolgreich eingesetzt wurden, 
moglich. Eine Moglichkeit sind direkte DNA- Transf ers , so z.B. 
mittels chemischer Behandlung, Elektroporation und insbesondere 
Partikel -Bombardement (Methode, bei der schwere Metallpartikel , 
die DNA-Material tragen, mit hoher Beschleunigiing direkt auf 
Pf lanzengewebe geschossen werden) . Weiters ist es moglich, die 
DNA in Samen unter Vakuum einzuschleusen oder mittels mikrosko- 
pischer Nadeln oder Fasern die Penetration von DNA in spezifi- 
sche Pf lanzengewebe , moglicherweise zum Teil verdautes Pf lan- 
zengewebe, zu erleichtern. Auch virale Vektoren konnen zum Ein- 
schleusen des erf indungsgemaSen mutierten RPL3 in Pflanzen bzw. 
-zellen eingesetzt werden. 



WO 01/05976 PCT/AT00/00194 

- 11 - 

Zur Transformation der Pflanze kommt z.B. das Ti-Plasmid mit dem 
Agrobacteriumsystem in Frage . Agrobakterien verursachen bei 
Pflanzen Wurzelhals-Gallen . Wenn Agrobakterien eine verletzte 
Pflanze infizieren, gelangen die Bakterien selbst nicht in die 
Pflanze sondern sie schleusen den rekombinanten DNA-Abschnitt , 
die sogenannte T-DNA aus dem ringformigen extrachromosomalen Tu- 
mor- induzierenden Ti-Plasmid in die Pf lanzenzellen ein. Die T- 
DNA und damit auch das darin eingefugte DNA-Molekul wird stabil 
in die chromosomale DNA der Zelle eingebaut , so dass die Gene 
der T-DNA in der Pflanze exprimiert werden. Pflanzen weisen eine 
besondere Eigenschaft auf ; sie sind namlich in der Lage, sich 
aus einer ( transf ormierten) Zelle bzw. aus einem Protoblasten zu 
einer vollstandigen Pflanze wieder zu entwickeln, die gezuchtet 
werden kann. 

Verschiedene Pf lanzengewebe konnen transf ormiert werden, so z.B. 
ein ungereiftes Embryo, ein Kallus aus Samen, ein Meristem, etc. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff 
"Pflanze" jede Pflanzenart verstanden, insbesondere solche, die 
in der Landwirtschaf t eine Rolle spielen, z.B. Mais, Weizen, 
Gerste, Re is, Sojabohnen, Bohnen, Baumwolle, Tomaten, Tabak. 

Wird ein Vektor umfassend eine DNA, die ein oben beschriebenes 
mutiertes, rekombinantes RPL3 codiert, in eine Pflanze bzw. 
Pf lanzenzelle transf ormiert , so wird dadurch eine Pflanze mit 
erhdhter Trichothecen-Resistenz hergestellt. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Zellen, 
die im Genom ein oben beschriebenes DNA-Molekul bzw. eine oben 
beschriebene Mutation umfassen, so dass sie ein erfindungsgemaS 
mutiertes RPL3 exprimieren und dadurch eine Trichothecen-Tole- 
ranz auf weisen. Das Ausmafc der Trichothecen-Toleranz hangt dabei 
von der jeweiligen Mutation im DNA-Molekul ab. Durch bestimmte 
Mutationen im RPL3 -Gen konnen weiters Zellen zur Verfugung ge- 
stellt werden, die eine Trichothecen-Hypersensitivitat aufwei- 
sen. Durch das Vorsehen verschiedener Zellkulturen mit unter- 
schiedlichen Hypersensitivitats- bzw. Toleranzeigenschaf ten kon- 
nen z.B. die Art und Menge der Trichothecen-Kontamination in 
Stoffen nachgewiesen werden. 
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Vorzugsweise weisen die Zellen eine Typ B-Trichothecen-Toleranz 
und besonders bevorzugt eine Deoxynivalenol (DON) -Toleranz auf. 
Diese Zellen konnen insbesondere in der Landwirtschaf t bzw. bei 
der Qualitatskontrolie bei der Herstellung von Landwirtschaf ts- 
produkten eingesetzt werden. 

Dabei ist es besonders gunstig, wenn die Zellen eine erhohte 
Trichothecen-Resistenz von uber 50 %, vorzugsweise uber 2 00 %, 
verglichen mit dem jeweiligen Wildtyp auf weisen. Dies gewahrlei- 
stet eine Toxin- Kontrblle auch bei hoheren Toxin- Konzentratio- 
nen . 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine 
Pflanze bzw. Pf lanzenzellen, die im Genom ein oben beschriebenes 
DNA-Molekul bzw. eine derartige Mutation umfasst bzw. umfassen, 
so dass sie ein erf indungsgemaS mutiertes RPL3 exprimiert bzw. 
exprimieren und dadurch eine Trichothecen-Toleranz aufweist bzw. 
auf weisen. Diese Toxin- resistenten Pflanzen sind in der natur- 
lichen Abwehr gegen den Pilz effizient. Auf diese Weise werden 
Pflanzen gezuchtet, die weniger anfallig auf Pilzkontaminationen 
sind, so dass dadurch die ErtragseinbuSen, z.B. bei Getreide, 
und die Wertminderung des Erntegutes stark verringert werden. 

Vorzugsweise weist bzw. weisen die Pflanze bzw. die Pf lanzenzel- 
len eine Typ B-Trichothecen-Toleranz, besonders bevorzugt eine 
DON-Toleranz auf. Die Typ B-Trichothecene sind wie oben bereits 
beschrieben, besonders fur die Kontamination landwirtschaf tli- 
cher Produkte verantwortlich, wobei DON ein Vertreter der Typ B- 
Trichothecene von besonderer Wichtigkeit ist. Durch das Zurver- 
fugungstellen von Trichothecen-toleranten Pf lanzenzellen konnen 
Trichothecen-tolerante Pflanzen herangezuchtet werden, wobei die 
Typ B-Trichothecen-toleranten Pflanzen und insbesondere die DON- 
toleranten Pflanzen fur die Landwirtschaf t von Bedeutung sind. 

Dabei ist es von besonderem Vorteil, wenn die Pflanze bzw. die 
Pf lanzenzellen eine erhohte Trichothecen-Resistenz von uber 50 
%, vorzugsweise uber 200 %, verglichen mit dem jeweiligen Wild- 
typ aufweist bzw. auf weisen. Hierbei hangt wiederum die Tole- 
ranzeigenschaf t der Pflanze bzw. der Pf lanzenzellen von der Art 
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der Mutation ab, wobei manche Mutationen eine geringere Toleranz 
herbeif uhren und andere wiederum eine hohere Toleranz . Auch ist 
der Toleranztyp von der Mutation abhangig. Dabei kann je nach 
Einsatz der Pflanze bzw. Pf lanzenzellen jeweils eine bestimmte 
Mutation besonders bevorzugt sein. 

Das Verfahren zur Herstellung eines DNA-Molekuls der eingangs 
angefuhrten Art ist dadurch gekennzeichnet , dass ein Wildtyp- 
RPL3-Gen punktmutiert wird, wonach das mutierte Gen in einen 
Testorganismus eingeschleust wird, das daraufhin mutiertes RPL3 
exprimiert, wobei der Testorganismus anschlieSend auf einem 
Nahrmedium umfassend Trichothecen kultiviert und selektiert 
wird; wonach mutierte DNA-Molekule aus den selektierten Klonen 
isoliert und gereinigt und gegebenenf alls sequenziert werden. 

Das Wildtyp-RPL3-Gen wird mutiert, entweder durch Zuf allsmutati- 
onsmethoden oder auch zielgerichtete Mutation, wobei einzelne 
Basen ausgetauscht werden. Es kann dabei eine einzige Base aus- 
getauscht werden, moglich sind aber auch zwei bis drei oder mehr 
Basen. Wichtig ist dabei lediglich, dass zumindest eine, vergli- 
chen zum Wildtyp-Gen andere Aminosaure durch den Basenaustausch 
entsteht. Das Gen wird mit Hilfe von den oben bereits beschrie- 
benen Methoden, die dem Faciunann bekannt sind, in einen Testor- 
ganismus eingeschleust, wobei der Testorganismus z.B. Hefe oder 
Bakterien sein kann. Der Testorganismus, der das mutierte RPL3 
exprimiert, wird auf einem Nahrmedium umfassend Trichothecen ir- 
gendeines Typs und in verschiedenen Konzentrationen kultiviert. 
Lediglich die Testorganismen, die das mutierte RPL3-Gen erfolg- 
reich aufgenommen und ein f unktionelles RPL3 exprimieren, konnen 
auf dem Nahrmedium umfassend Trichothecen wachsen, wenn die in 
das RPL3 -Gen eingefugte Mutation zu einer Trichothecen-Toleranz 
f uhrt . Je nach Mutation werden Testorganismen erhalten, die mehr 
oder weniger gut in diesem Nahrmedium umfassend Trichothecen 
wachsen konnen. Einzelne Klone der Trichothecen- toleranten Test- 
organismen werden ausgewahlt, konnen gegebenenf alls einzeln ver- 
mehrt werden, so dass eine ausreichende Menge an DNA isoliert 
und gereinigt werden kann. Anschliefiend kann zur Uberprufung der 
Mutation das jeweilige DNA-Molekul sequenziert werden, wobei je- 
de bekannte Sequenziermethode angewandt werden kann. 
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Dabei ist es besonders von Vorteil, wenn der Testorganismus, in 
den das mutierte DNA-Molekul eingeschleust ist, eine Hypersensi- 
tivity gegenuber Trichothecene auf weist . Die Hypersensitivitat 
des Testorganismus kann z.B. durch Beeintrachtigung von Detoxi- 
f ikationsenzymen, etwa durch Deletion des entsprechenden Gens, 
gewahrleistet werden. Dadurch wird ermoglicht, dass die Selek- 
tion des Testorganismus auf einem Nahrmedium mit einer geringe- 
ren Konzentration an Trichothecen durchgefuhrt werden kann. Dies 
verringert den Verbrauch an Trichothecen, was kostengunstiger 
ist, und auch bessere Arbeit sbedingungen im Labor sind dadurch 
gewahrleistet . 

Vorzugsweise weist der Testorganismus, in den das mutierte DNA- 
Molekul eingeschleust ist, eine Disruption im genomischen RPL3 
auf. Dies ist eine einfache und effiziente Methode, einen gegen- 
uber Trichothecen hypersensitiven Testorganismus zu erhalten, 
ohne jegliche andere Eigenschaf ten des Testorganismus zu beein- 
f lussen. 

Dabei ist es weiters gunstig, wenn das mutierte DNA-Molekul zu- 
mindest einen Selektions-Marker auf weist. Dies kann z.B. eine 
Antibiotika-Resistenz im Testorganismus einfuhren, so dass zu- 
satzlich zum Trichothecen das Nahrmedium das bestimmte Antibio- 
tika umfasst. Eine andere Moglichkeit stellt z.B. ein DNA-Mole- 
kul dar, das fur ein Protein codiert, das in einem bestimmten 
Nahrmedium zur Farbung bzw. Entfarbung des Klons fuhrt, s. z.B. 
den ADE2 -Marker. Durch diese zusatzliche Selektion von erfolg- 
reich eingeschleuster DNA wird eine eindeutige Erkennung dieser 
Klone sichergestellt . 

Ein besonders vorteilhaf tes Verfahren ist dadurch gekennzeich- 
net, dass die Mutation mittels Hydroxylamin durchgefuhrt wird 
(s. L. Fishbein, W.G. Flamm und H.L. Falk (1970) : Chemical 
Mutagens, Academic Press, NY; R.S. Sikorski und J.D. Boeke 
(1991) : In vitro mutagenesis and plasmid shuffling: from cloned 
gene to mutant yeast, Methods in Enzymology 194, 3 02-318) . Das 
Hydroxylamin wird in einer bestimmten Konzentration zugesetzt, 
was zu Zuf allsmutationen in DNA-Molekulen fuhrt. Dadurch werden 
DNA-Molekule erhalten, die Mutationen an den verschiedensten 
Stellen aufweisen. Je mehr DNA-Molekule mit unterschiedlichen 
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Mutationen erhalten werden, umso hdher ist die Wahrscheinlich- 
keit, dass Mutationen, die zur Trichothecen-Toleranz fuhren, 
wenn das mutierte RPL3 -Gen im Organismus exprimiert wird, erhal- 
ten werden. 

Eine weitere gunstige Moglichkeit besteht darin, dass die Muta- 
tion in einem E. coli-Mutationsstamm, z.B. XLI-Red, durchgefuhrt 
wird (s. A. Greener, M. Callahan und B. Jerpseth: An efficient 
random mutagenesis technique using an E. coli mutator strain. 
In: Methods in Molecular Biology, Bd. 57 (In vitro Mutagenesis 
Protocols, Hrsg, M.K. Trower) , S. 375-385, Humana Press, Totowa, 
NJ) . Dieser E. coli-Stamm weist eine ausgesprochen hohe Spontan- 
Mutationsrate fur DNA-Molekule , die in diesen Stairan einge- 
schleust werden auf . Auch diese Mutationen beruhen auf dem Zu- 
f allsprinzip, so dass eine Reihe von DNA-Molekulen mit verschie- 
densten Mutationen gewonnen werden. 

Besonders bevorzugt umfasst das Nahrmedium zur Selektion der 
transformierten Wirtsorganismen zumindest 100 ppm DON, vorzugs- 
weise zumindest 200 ppm DON. Insbesondere bei Konzentrationen 
von 2 00 ppm DON konnen erfolgreich transf ormierte Testorganismen 
selektiert werden, da die Konzentration ausreichend ist, urn 
nicht- transf ormierte Testorganismen an einem Wachstum in diesem 
Nahrmedium zu hindern, und andererseits nicht zu hoch ist, so 
dass erfolgreich transf ormierte Testorganismen mit den gewunsch- 
ten Mutationen im DNA-Molekul wachsen konnen. 

Vorzugsweise werden nach Isolierung und Reinigung der mutierten 
DNA-Molekule diese in Wirtszellen eingeschleust , die auf Nahrme- 
dium umfassend Trichothecen kultiviert und selektiert werden, 
wonach mutierte DNA-Molekule gegebenenf alls wiederum isoliert 
und gereinigt werden. Diese Wirtszellen konnen andere sein als 
die oben genannten Testorganismen, mit dem Ziel, bestimmte Tri- 
chothecen- tolerant e Zellen herzustellen, die dann zu weiteren 
Zwecken dienen konnen. Zur Sicherstellung, dass diese einge- 
schleusten DNA-Molekule dieselbe Trichothecen-Toleranz -Mutation 
aufweisen, konnen aus diesen Wirtszellen DNA-Molekule wiederum 
isoliert und gereinigt und in der Folge sequenziert werden. 
Selbstverstandlich konnen diese Wirtszellen wiederum dieselben 
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Zellen wie die obengenannten Testorganismen sein, etwa um wei- 
tere Versuche durchzuf uhren. 

GernaS einem besonders vorteilhaf ten Verfahren wird das Wildtyp- 
RPL3 -Gen an der Stelle Serin 2 und/oder Prolin 9 und/oder 
Histidin 256 punktmutiert . Auf diese Weise werden DNA-Molekule 
erhalten, die in dem Organismus , in dem es exprimiert wird, zu 
einer besonders hohen Trichothecen-Resistenz f uhren. 

Besonders bevorzugt werden nach Isolierung und Reinigung der mu- 
tierten DNA-Molekule diese in Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen 
transf ormiert . Dies konnen z.B. die aus dem oben genannten Test- 
organismus isolierten DNA-Molekule sein, vorzugsweise sind es 
jedoch die aus den oben genannten Wirtszellen isolierten DNA-Mo- 
lekule, da durch die nochmalige Transformation in die Wirtszel- 
len die Resistenz gegenuber Trichothecen bestatigt wurde. Die 
Transformation in Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen wurde bereits 
oben beschrieben, wobei wiederum die unterschiedlichsten Pflan- 
zen bzw. Pf lanzenzellen transf ormiert werden konnen. Dadurch 
sollte es moglich sein, Pflanzen mit verbesserten Eigenschaf ten 
fur die Landwirtschaf t herzustellen (erhohte Resistenz gegen 
Trichothecene, dadurch erhohte Resistenz gegen Trichothecen-pro- 
duzierende Pilze, und somit geringere Trichothecen-Ruckstande im 
Erntegut) . 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Zellen, 
ausgenommen eine W2 55C-Mutation umfassende Saccharomyces cerevi- 
siae- Zellen Stamm CLP1, die mit einem mutierten DNA-Molekul wie 
oben beschrieben, transf ormiert wurden, mutiertes RPL3 exprimie- 
ren und eine Trichothecen-Toleranz aufweisen. 

Ebenfalls betrifft die Erfindung Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen, 
die mit einem mutierten DNA-Molekul wie oben beschrieben trans - 
formiert wurden, mutiertes RPL3 exprimieren und eine Trichothe- 
cen-Toleranz aufweisen . 

Die Trichothecen-Toleranz dieser transf ormierten Zellen, Pflan- 
zen bzw. -Pf lanzenzellen kann dabei jeden moglichen Trichothe- 
cen-Typ betreffen, vorzugsweise jedoch Typ A und Typ B. Auch das 
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Ausmafi der Trichothecen-Toleranz ist unterschiedlich, je nach 
Mutation im DNA-MoleJcul . 

Die vorliegende Erfindung wird nun an Hand von den Beispielen 
sowie den in den Figuren dargestellten Ausf uhrungsbei spiel en, 
auf die sie jedoch nicht beschrankt sein soil, naher erlautert, 
wobei die 

Fig. 1 die allgemeine Formel der Gruppe A-Trichothecene , 
Fig. 2 die allgemeine Formel der Gruppe B-Trichothecene , 
Fig. 3 die allgemeine Formel der Gruppe C-Trichothecene, 
Fig. 4 die allgemeine Gruppe der Typ D-Trichothecene , 
Fig. 5 das Plasmid pZGA121, und 

Fig. 6 eine Liste von Teilsequenzen von RPL3-Genen verschiedener 
Organismen, wobei die Stelle umfassend das W255 und H256 
gezeigt ist, 



darstellen. Dabei sind in Tabelle 1 die Seitengruppen der 
Trichothecene gezeigt . 
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Seit ngruppen der Trichothecene in Fig. 1-4 
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Beispiel 1: Mutation von RPL3-Genen mittels E. coli- 
Staxnm XL I -Red 

Das Plasmid pZGA121 (siehe Fig. 5), dass als E. coli-Hef e-Shutt- 
levektor verwendet wird und eine RPL3 -Mutation komplementieren 
kann, umfasst eine EcoRI-Schnittstelle, in die das Wildtyp-Hefe 

(Saccharomyces cerevisiae) RPL3 -Gen cloniert wrurde . In Fig. 6 
sind Teilsequenzen von RPL3 -Proteinen aus verschiedenen Organis- 
men gezeigt, wobei deutlich ist, dass die Sequenz konserviert 
ist. Das Gen steht im Plasmid unter Wirkung des eigenen Promo- 
tors und kann die Funktion einer RPL3 -disruptierten Hefe komple- 
mentieren. Das Plasmid pZGA121 enthalt zusatzlich ein Hefegen 

(ADE2 ) , das als Indikator der Effizienz der Mutagenese dient : 
v/ird ein intaktes ADE2-Gen in einen ade2 -Hef estamm eingebracht, 
ist die resultierende Kolonie weifc, ist das mitmutierte ADE2 * - 
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Gen jedoch defekt, zeigt die Kolonie so wie die ade2-Mutante 
Rotfarbung aufgrund der Akkumulation einer pigmentierten Vor- 
stufe aus der Adeninbiosynthese . Weiters ist das Plasmid p2GA121 
in Hefe konditional instabil (auf Galaktosemedium) , da ein GAL1- 
Promotor neben dem Centromer plaziert ist und dessen Funktion 
stort . Als Selektionsmarker fur die Hef etransf ormation dient das 
TRPl-Gen * Zusatzlich enthalt das Plasmid als Antibiotika-Resi- 
stenz das Gen fur die P -Lactamase, urn in E. col i - Trans forman ten 
auf Antibiotika-versetzten Nahrbaden kultiviert werden zu kon- 
nen . 

Das Plasmid wurde in den E. coli-Stamm XLI-Red transf ormiert . 
Dieser E. coli-Stamm besitzt eine Spontan-Mutationsf requenz , die 
urn ca. das SOOOfache erhoht ist als beim Wildtyp-Stamm. Die DNA, 
die in diesen Stamm transf ormiert und amplifiziert wird, wird 
fortlaufend fehlerhaft reproduziert und erhalt dadurch Mutatio- 
nen in ihrer Sequenz, mit einer Mutationswahrscheinlichkeit , die 
fur alle Basen etwa gleich ist. 

Transformation des E. coli -Mutationsstammes : 

1) Transformation des E. coli-Mutationsstammes XLI-Red (siehe 
3.13) mit dem Plasmid pZGA121 wie in 3.2.2. beschrieben 
(CaCl 2 -kompetent) . 

4 00 \il XLI-Red werden mit 2 ^ig DNA gemischt und 3 0 Minuten 
auf Eis gesetzt. 

9 0 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad inkubieren. 
900 ul SOC (LB) -Medium zufugen und 30 Minuten bei 37°C in- 
kubieren . 

Jeweils 2 00 der Transf ormationslosung auf eine LB- 
AmplOO-Platte ausplattieren und uber Nacht bei 37°C inku- 
bieren. 

2) Platten mit LB- AmplOO waschen (ca. 3 ml) und in einen Er- 
lenmeyerkolben mit LB-AmplOO uberfuhren. Uber Nacht bei 
37°C am Schuttler bebruten. 

3) Am nachsten Tag 50 ul der Bakteriensuspension in frisches 
LB-AmplOO (50 ml) uberfuhren und wieder uber Nacht bei 37°C 
am Schuttler inkubieren. Gleichzeitig werden von der Sus- 
pension Aliquots (2 x 2 ml) entnommen und zum Miniprepen 
eingefroren (-20°C) . 
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4) Punkt 3) wird 7 mal wiederholt und man erhalt 8 Plasmid- 
pools . 

5) Von jedem Pool werden die Plasmide gewonnen (3.1.1.) und in 
kompetente (CaCl 2 ) Bakterien (E. coli) transf ormiert , urn 
alle Klone in mutationsstabilen Bakterien zu erhalten: Die 
Durchfuhrung der Transformation erfolgte wie in 1) . 

6) Die Platten der Retransf ormation werden mit 4 ml LB-AmplOO 
abgewaschen und in 50 ml LB-AmplOO fiber Nacht bei 37°C in- 
kubiert . 

7) Von der Suspension jeweils 1 ml bei -70°C und -20°C ein- 
frieren und von der restlichen Suspension eine DNA- Prepara- 
tion machen: 

Suspension in einem 50 ml-Flacon abzentrif ugieren (5 min; 
5000 rpm) . 

In 4 ml Losung I (50 mM Glucose; 2 mM Tris-HCl (pH 8,0); 
10 mM EDTA (pH 8,0) resuspendieren (10 min schutteln) . 
Mit 8 ml Losung II (0,2 N NaOH; 1 % SDS) durch Invertieren 
mischen (nicht vortexen) und bei Raumtemperatur nicht lan- 
ger als 5 min inkubieren. 

6 ml eisgekuhlte Losung III (60 ml 5 M Kaliumacetat+11 , 5 ml 
Eisessig+28 , 5 ml H 2 0; die resultierende Losung ist 3 M an 
K + -Ionen und 5 M an Acetat-Ionen) zusetzen, mischen und 
mindestens 2 0 Minuten auf -20°C setzen. 

15 Minuten 10000 rpm abzentrif ugieren und den Uberstand 
fiber Glaswolle abf iltrieren . 

Mit 0,7fachem Volumen an Isopropanol fallen und 20 min ab- 
zentrif ugieren (10000 rpm) . 

Pellet in 70 % Ethanol waschen und abzentrif ugieren . 
Pellet in 0,5 ml Wasser oder TE losen. 

8) Zum Quant if izieren der Ausbeute wird ein Aliquot mit RNAse 
verdaut und auf ein Agarosegel aufgetragen (nicht gezeigt) . 

Beispiel 2: Mutation des RPL3 -Gens mittels Hydroxylamin 

1) 10 jig DNA (pZGA121) werden mit 500 jil Hydroxylamin-Reakti- 
onslosung gemischt und bei 75°C inkubiert . 

2) Von der Inkubationsmischung werden alle 2 0 Minuten jeweils 
100 jal-Aliquots entnommen (5 DNA- Pools) . 
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3) Die 100 jil-Aliquots werden mit 70 |xl Isopropanol (oder 
200 jal Ethanol 98 %) gefallt, abzentrif ugiert und in 50 jal 
Wasser gelost . 

4) Von den Proben werden jeweils 3 jaI entnommen und fur die 
Elektroporation eingesetzt. 

5) Die gesamten Ansatze auf LBAxnplOO-Platten ausplattieren und 
uber Nacht bei 3 7 °C inkubieren. 

6) Von jedem DNA-Pool des Hydroxylamin-Ansatzes die Platten 
mit LBAmplOO abwaschen, vereinigen und in einem Erlenmeyer- 
kolben 2 Stunden bei 3 7°C inkubieren. 

7) Bei 5000 g 7 min abzentrif ugieren . 

8) Midiprep der Proben; 

9) Nach dem Abfiltrieren uber Glaswolle, Fallen mit Isopropa- 
nol und Waschen mit 70 % Ethanol sind die Proben fur die 
Hef etransf ormation bereit . 

Herstellung der Hydroxylamin-Reaktionslosung: 

0,5 M Pyrophosphat puffer (pH 7,99): 

13,295 g Na 4 P 2 0 7 einwiegen und auf 100 ml mit H 2 0 auffullen. 
11,095 g Na 2 H 2 P 2 0 7 einwiegen und auf 100 ml mit H 2 0 aufful- 
len. 

Beide Losungen mit solchen Verhaltnissen vereinigen, dass 
der resultierende pH-Wert = 7,00 ist. 
5 M Hydroxylaminlosung : 

3,5 g Hydroxylamin mit 7 ml H 2 0 mischen (pH ca. 2,1) und 
auf einen pH von 7,00 mit 10 N NaOH bringen. Mit H 2 0 auf 10 
ml auffullen. 

Mischen der Reaktionslosung : 



Chemikalie 


Stammlosung 


Endkonzentration 


Menge der 
Stammlosung 


NaCl 


5 M 


100 mM 


200 \x 


EDTA 


0,5 M 


2 mM 


40 ^ 


Pyrophosphat 


0,25 M 


50 mM 


2 ml 


Hydroxylamin 


5 M 


1 M 


2 ml 



Mit H 2 0 auf 10 ml auffullen und das Gemisch zu 1 ml in Eppis ab- 
fullen und bei -20°C einfrieren. 
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Beispiel 3: Transformation von Hefe mit mutagenisierter 
Plasmid-DNA . 

Die oben beschriebenen mutagenisierten Plasmid-DNA-Molekule wur- 
den fur die Retransf ormation in den Hefestand YZGA315 verwendet . 
Dieser Hefestamm ist abgeleitet von YPH2 52 und hat folgende Ei- 
genschaf ten : 

YZGA315: MATcx; ura3 leu2 his3 trpl ade2 lys2 

rpl3::LYS2; pdr5::hisG; pZGA196 [URA3 -GAL1-RPL3J 

Der transf ormierte Hefestamm YZGA315 weist neben einem trpl- und 
ade2-Marker folgende wesentliche Eigenschaf ten auf : das chromo- 
somale Wildtyp-RPL3 -Gen ist disruptiert (rpl3 : : LYS2) . Da RPL3 
ein essentielles Gen ist, enthalt der Stamm eine weitere, modi- 
fizierte RPLj3-Kopie auf dem Plasmid pZGA196. Das RPL3-Gen auf 
diesem Plasmid ist unter Kontrolle eines GALl-Promotors . Auf 
Glucosemedium ist dieser Promotor inaktiv und folglich kann der 
Stamm YZGA315 nicht auf Medien mit Glucose als C-Quelle wachsen, 
sondern nur auf Galaktosemedien . Weiters enthalt der Stamm ein 
inaktiviertes PDR5-Gen {pdr5 : : hisG) , wodurch dieser hypersensi- 
tiv auf Trichothecene ist (PDR5 codiert fur ein ABC-Transporter- 
Protein, das in der Plasmamembran lokalisiert ist und unter ATP- 
Aufwand in die Zelle eingedrungenes Toxin wieder entfernt) . 

Werden Hefen mit Lithium-haltiger Losung gewaschen und mit Po- 
lyethylen gemischt, sind diese in der Lage, Fremd-DNA aufzuneh- 
men. 

Die DNA- Trans format ion wird durch Anwesenheit von einzelstrangi- 
ger Carrier-DNA (Heringsperma-DNA) begunstigt . 

1) Der zu transf ormierende Hefestamm wird, ausgehend von einer 
Einzelkolonie, in einem geeigneten Medium (50 ml) bei 3 0°C 
uber Nacht herangezogen . Abhangig vom Wachstum der Hefen 
muss die Bebrutungsdauer auf 48 Stunden oder mehr ausge- 
dehnt werden . 

2) Die Ernte erfolgt bei einer OD 600 =1 . Dann wird die Suspen- 
sion 5 min, 4000 g (Sorvall GSA: 5000 rpm) abzentrif ugiert 
(50 ml Falcon) und der Uberstand verworfen. 
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3) Die Zellen werden in 1-2 ml Ldsung A resuspendiert und 3 0 
min am Schuttler inkubiert. 

4) Die Suspension in ein 2,2 ml Eppendorf uberfuhren, abzen- 
trifugieren und Uberstand verwerfen. Das Pellet in geeigne- 
ter Menge Losung A resuspendieren. 

5) Fur jede Transformation werden < 5 ug zu transf ormierende 
DNA, 50 ug Carrier-DNA, 100 |il Hefesuspension, sowie 700 ul 
Losung B gemischt und 3 0 min bei 30°C inkubiert. 

6) Hitzeschock: 15 min bei 42°C. 

7) Die Hefesuspension wird 5 s zentrif ugiert und in 200 ul 1 x 
TE-Puffer (pH 7,5) resuspendiert. 

8) Die Suspension auf geeignetem Selektionsmedium (z.B. SC- 
Trp-Platten) ausplattieren und bei 3 0°C bebruten. 

9) Hefekolonien auf demselben Nahrmedium auf Einzelkolonien 
ausstreichen und bei 30°C bebruten. 

Material und Qerate: 

Losung A: 100 mM Li -Ace tat 

10 mM TricCl (pH 7,5) 
1 mM EDTA 

Losung B: 40 % PEG ( Polyethylenglykol ) 4000 (Cat. No. 81240, 
Fluka) 
10 0 mM Li-Acetat 
10 mM TrisCl (pH 7,5) 
1 mM EDTA 

Carrier-DNA: Heringsperma-DNA 10 mg/ml (Cat. No. 31162, FLUKA) 
(denaturiert durch Hitzebehandlung) 

SC-Trp/MAde-Platten (vereinf acht ) : 1,43 g/1 YNB (Yeast Nitrogen 
Base, Cat. No. 25685-033, GIBCO) 5,00 g/1 NH 4 S0 4 , 10 ml/1 Stammlo- 
sung (100 x konzentriert ) der Komponenten (Aminosauren) : Thr, 
Leu, His, He, Arg, Lys , Adenin, Uracil, kein Trp; mit einer 
Endkonzentration von 2 0 mg/1, aufcer Leu (60 mg/1) . 2 % Agar und 
2 % Glucose getrennt von den anderen Bestandteilen autoklavieren 
und vor dem Ausgiefcen griindlich mischen. 

Transf ormanten, die auf SC-TRP-Medium (mit Glucose als C-Quelle) 
wachsen konnen und die folglich ein Plasmid mit einem funktio- 
nellen RPL3-Gen aufgneommen haben, werden selektiert . Die Trans- 
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formanten werden anschliefiend auf Trichothecen-haltiges Medium 
ubergefuhrt und toxinresistende Mutanten selektiert. 

Von den Platten wurden mit flussigem YPD (4 ml) die Hefetrans- 
formanten abgewaschen und sorgfaltig die Pools gemischt . Von 
dieser Mischung wurden jeweils ca. 50 ]il auf YPD-Platten mit 200 
ppm DON(Deoxynivalenol) aufgetragen und bei 30°C bebrutet . 

Die hochkommenden Kolonien wurden wiederum auf YPD (+DON2 0 0ppm) - 
Platten auf Einzelkolonien ausgestrichen . 

Insgesamt konnten auf diese Weise aus insgesamt ca. 28 0 00 0 ge- 
screenten Hef etransf ormanten 50 neue DON-resistente Hefestamme 
gewonnen werden (YARM1 bis YARM50) . 

Zum Beweis, dass die fur die Resistenz verantwortliche Mutation 
auf dem Plasmid lokalisiert ist, kann das Plasmid entweder wie- 
der verloren werden (instabil auf Galaktose-Medium) , oder zuerst 
aus der Hefe in E.coli ubergefuhrt werden und der Test durch Re- 
transformation des Hefestammes YZGA315 gefuhrt werden. Durch 
Subklonierung und DNA-Sequenzierung kann die fur die Resistenz 
verantwortliche Mutation identif iziert werden. 

Das Resistenzverhalten der Hefe wurde durch Isolierung der Plas- 
mide aus den selektierten Hef etransf ormanten, neuerliche Trans- 
formation in frische Hefezellen und Selektion auf 
YPD (+DON200ppm) -Platten bestatigt . 

YPD: 1 % Yeast-Extrakt (Cat. No. 70161, FLUKA) 
2 % Pepton (aus Fleisch; 1.07224 MERCK) 
2 % Dextrose (Glucose; Cat. No. 49159, FLUKA) 

Beispiel 4: Sequenzieren der Toxin- resistenten Klone 
Prinzip : 

Die Plasmide wurden mit dem Nukleospin-Reinigungskit aus den re- 
sistenten Hefekolonien gewonnen und gereinigt . Sequenziert wurde 
nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Methode mit dem System ABI310 
von Perkin Elmer . 
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Bei diesem System sind die fur den Kettenabbruch verantwortli- 
chen Dideoxy-NTP 1 s f luoreszenzmarkiert und konnen dadurch von- 
einander unterschieden werden. 

Die Reaktion wird in einem Ansatz durchgef uhrt . 

Die Proben werden im Gerat auf einer Trennsaule getrennt und je- 
des Fragment einzeln registriert. 

Der Vorteil dieses Systems ist es, da& nur ein Ansatz pro Se- 
quenzierung notwendig ist . 

Durchfuhrung : 

1) PCR-Programm: [ (96 o C/30sec-50°C/15sec-60°C/4min) x25] hotlid 
on/kein 61 

2) Ansatz (20 \ll) : 4,0 ill TRR-Mix 

2,0 jil DNA (30-500 ng je nach Herkunft: 
PGR, Plasmid) 
3,2 Primer (1 pmol/jj.1) 
10,8 [il H 2 0 

3) Der Ansatz wird mit 50 fxl 95 % Ethanol und 2 [il 3 M Natrium- 
acetat (pH 4,6) in einem 1,5 ml Eppendorf gefallt und fur 
mindestens 10 Minuten auf Eis (-20°C) gestellt. Der Ansatz 
kann auch uber Nacht oder langer auf -20°C gefallt werden, urn 
eventuelle hohere Ausbeuten an DNA zu erhalten. 

4) Die Fallung 2 0-30 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit 
(14000 Umdrehungen/Minute) abzentrif ugieren und Uberstand 
vorsichtig verwerfen. 

5) Das Pellet in ca. 100-200 |xl 70 % Ethanol waschen und 15 
Minuten abzentrif ugieren (14 000 U/min) . 

6) Uberstand vollstandig abheben, 3-5 Minuten gut trocknen 
lassen und in 20 yil Template Supression Reagent (TSR) oder 
Formamid losen. 

7) 5 Minuten bei 96 °C am Heizblock denaturieren und sofort auf 
Eis stellen (DNA quenchen) . 

8) Die Proben wurden am ABI3 10 -SEQUENCE ANALYSER sequenziert. 

9) Auswertung der Sequenzen mit den Programmen EDITSEQ und 
SEQMAN von DNASTAR (DNASTAR Inc.) und SEQUENCE ANALYSIS . 
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Material und Gerate: 

DNA Sequenzing Kit No. 403044 (enthalt TRR-Mix) ; PERKIN ELMER 
3 M Natriumacetat (pH 4,6) 
95 % oder 9 8 % Ethanol 
70 % Ethanol 

Template Supression Reagent (TSR) No. 4 02 844 (POP 6) PERKIN 

ELMER 

Formamid 

SEQUENCE ANALYSER ABI310; PERKIN ELMER 
Thermocycler OMN-E (HYBAID) 

Die Plasmide wurden mit dem Nukleospin-Reinigungskit gewonnen 
und gereinigt . Zum Sequenzieren des RPL3 -Gens der Plasmide stan- 
den die in Tabelle 2 angefuhrten, schon vorhandenen Primer zur 
Verf ugung . 

Tabelle 2 



Pri- 
mer 


Primer - Sequenz 


Seq. 
ID. Nr. 


TCM-A 


5 ' -AAT GAA TTC AGT GGT AAT GCA ACA GCA AG- 3 ' 


2 


TCM-B 


5'-GAC TTC GTC AGA CAA ATG TTC AG-3 * 


3 


TCM-C 


5 ! -TGC CAA GAA AGA CTC ACA GAG G-3« 


4 


TCM-D 


5 • -AAG AAT TCT GTT GTA TGT AGC TAA CAA TAC TA-3 1 


5 


TCM-E 


5»-ACC AAG CTT CAA TCA TGT CTC ACA GAA AGT ACG A- 3' 


6 


TCM-F 


5 ' -GCA CCA ATA CAA GCA ACC-3 ' 


7 


TCM-G 


5'-CAC TCC ACC AGT TGT CGT-3 1 


8 


TCM-H 


5 ' -CTG GTA GCA CCG TTA GC-3' 


9 


TCM-I 


5 ' -CAA CGG TGA CAG CTT CGA-3 ' 


10 



Die funf Plasmide wurden vollstandig sequenziert, dabei wurden 
folgende Mutationen gefunden (Tabelle 3) : 
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Tabelle 3 
Mutationen der Plasmide 



Plasmid- 
Mutante 


Nucleotid- 
Austausch 


Triplett-Veran- 
derung 


Aminosaure- 
Austausch 


PARM8A 


T4C 


TCT — > CCT 


S2P 


pARM34A 


C26T 


CCA -> CTA 


P9L 


pARM14B 


C766T 


CAT — > TAT 


H2 56Y 


pARM4 9B 


T763C 


TGG -> CGG 


W255R 


pARM561 


G765C 


TGG -> TGC 


W255C 



Beispiel 5: Hers tel lung von Doppelmutanten 

Urn zu untersuchen, ob eine Resistenzsteigerung mit zwei Mutatio- 
nen im RPL3 -Gen moglich ist, wurden Doppelmutanten kloniert, die 
jeweils eine N-Mutation und eine C-Mutation enthielten (Tabelle 
4) . 



Tabelle 4 



Plasmid 


Austausch 


Mutation 


pARM8A14B 


T4C/C766T 


S2P/H256Y 


pARM34A14B 


C26T/C766T 


P9L/H256Y 


pARM8A4 9B 


T4C/T763C 


S2P/W255R 


pARM34A4 9B 


C26T/T763C 


P9L/W255R 


pARM8A561 


T4C/G765C 


S2P/W255C 


pARM34A561 


C26T/G765C 


P9L/W255C 



Die Plasmide mit Doppel -Mutation wurden in den Hefestamm YZGA315 
transf ormiert und vereinzelt. Die isolierten Hefemutanten (je- 
weils 3 |il einer Hef esuspension (OD 600 =0 , 01) ) wurden nun auf YPD- 
Platten verschiedener TTC (Trichothecin) -Konzentrationsstuf en 
ausplattiert und deren Resistenzverhalten nach funf Tagen beob- 
achtet . Als Vergleichskontrolle wurden die Hef en auf eine YPD- 
Platte mit 200 ppm DON aufgetragen. Als Nullkontrolle wurde eine 
YPD- Platte (0,4 % Aceton, 0,4 % Ethanol) verwendet . Diese Menge 
an Ethanol und Aceton entsprach jener Menge der beiden Komponen- 
ten, die in der hochsten Konzentrationsstuf e (10 ppm) als Lo- 
sungsmittel fur das Toxin enthalten war. 
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Die Doppelmutanten schienen generell schlechter zu wachsen als 
die Einfachmutanten. Jedoch waren die Doppelmutanten pARM8A4 9B, 
pARM34A49B und pARM34A14B alle urn eine Konzentrationsstuf e 
(Wachstum bis 0,9 ppm bis 1 ppm) resistenter als die Einzel- 
mutanten. Die Resistenz der Doppelmutante pARM8A49B reichte bis 
in den 2 ppm-Bereich im Gegensatz zur Einf achmutante pARM49, die 
bei 2 ppm TTC nicht mehr wachsen kann. 

Damit konnte gezeigt werden, dass, obwohl die Doppelmutante 
scheinbar ein schlechteres Wachstum besitzt, diese resistenter 
gegenuber Trichothecen sind, als die Einzelmutanten . 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

<110> Adam Dr , Gerhard 

Innovationsagentur 

<120> RPL3 

<130> R35564 

<140> 
<141> 

<160> 10 

<170> Patentln Ver . 2.1 

<210> 1 
<211> 387 
<212> PRT 

<213> Saccharorayces cerevisiae 
<400> 1 

Met Ser His Arg Lys Tyr Glu Ala Pro Arg His Gly His Leu Gly Phe 
1 5 10 15 

Leu Pro Arg Lys Arg Ala Ala Ser lie Arg Ala Arg Val Lys Ala Phe 
20 25 30 

Pro Lys Asp Asp Arg Ser Lys Pro Val Ala Leu Thr Ser Phe Leu Gly 
35 40 45 

Tyr Lys Ala Gly Met Thr Thr lie Val Arg Asp Leu Asp Arg Pro Gly 
50 55 60 

Ser Lys Phe His Lys Arg Glu Val Val Glu Ala Val Thr Val Val Asp 
65 70 75 80 

Thr Pro Pro Val Val Val Val Gly Val Val Gly Tyr Val Glu Thr Pro 
85 90 95 

Arg Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Val Trp Ala Glu His Leu Ser Asp 
100 105 110 

Glu Val Lys Arg Arg Phe Tyr Lys Asn Trp Tyr Lys Ser Lys Lys Lys 
115 120 125 



Ala Phe Thr Lys Tyr Ser Ala Lys Tyr Ala Gin Asp Gly Ala Gly lie 
130 135 140 
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Glu Arg Glu Leu Ala Arg He Lys Lys Tyr Ala Ser Val Val Arg Val 
145 150 155 160 

Leu Val His Thr Gin He Arg Lys Thr Pro Leu Ala Gin Lys Lys Ala 
ibb 170 175 

His Leu Ala Glu He Gin Leu Asn Gly Gly Ser He Ser Glu Lys Val 
180 185 190 

Asp Trp Ala Arg Glu His Phe Glu Lys Thr Val Ala Val Asp Ser Val 
195 200 205 

Phe Glu Gin Asn Glu Met He Asp Ala He Ala Val Thr Lys Gly His 
210 215 220 

Gly Phe Glu Gly Val Thr His Arg Trp Gly Thr Lys Lys Leu Pro Arg 
225 230 235 240 

Lys Thr His Arg Gly Leu Arg Lys Val Ala Cys He Gly Ala Trp His 
245 250 255 

Pro Ala His Val Met Trp Ser Val Ala Arg Ala Gly Gin Arg Gly Tyr 
260 265 270 

His Ser Arg Thr Ser He Asn His Lys He Tyr Arg Val Gly Lys Gly 
275 280 285 

Asp Asp Glu Ala Asn Gly Ala Thr Ser Phe Asp Arg Thr Lys Lys Thr 
290 295 300 

He Thr Pro Met Gly Gly Phe Val His Tyr Gly Glu He Lys Asn Asp 
305 310 315 320 

Phe He Met Val Lys Gly Cys He Pro Gly Asn Arg Lys Arg He Val 
325 330 335 

Thr Leu Arg Lys Ser Leu Tyr Thr Asn Thr Ser Arg Lys Ala Leu Glu 
340 345 350 

Glu Val Ser Leu Lys Trp He Asp Thr Ala Ser Lys Phe Gly Lys Gly 
355 360 365 

Arg Phe Gin Thr Pro Ala Glu Lys His Ala Phe Met Gly Thr Leu Lys 
370 375 380 



Lys Asp Leu 
385 
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<210> 2 
<211> 29 
<212> DNA 

<2I3> Kuiis Lliuhe StiQueriz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 2 

aatgaattca gtggtaatgc aacagcaag 

<210> 3 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 3 

gacttcgtca gacaaatgtt cag 

<210> 4 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 4 

tgccaagaaa gactcacaga gg 

<210> 5 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 5 

aagaattctg ttgtatgtag ctaacaatac ta 



<210> 6 
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<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 6 

accaagcttc aatcatgtct cacagaaagt acga 34 

<210> 7 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 7- 

gcaccaatac aagcaacc 18 

<210> 8 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 8 

cactccacca gttgtcgt 18 

<210> 9 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 9 

ctggtagcac cgttagc 17 

<210> 10 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : Primer 
<400> 10 

caacggtgac agcttcga 18 
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Patentanspruche : 

1. Ribosomales Protein L3 (RPL3) , dadurch gekennzeichnet , dass 
dessen Aminosauresequenz an der Stelle Serin 2 eine Mutation 
aufweist, so dass der Organismus, in dem das mutierte RPL3 ex- 
primiert wird, eine erhohte Trichothecen-Resistenz aufweist, 

2. RPL3 nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass dessen 
Aminosauresequenz an der Stelle Serin 2 eine Aminosaure mit ei- 
ner aliphatischen Seitenkette aufweist. 

3. RPL3 nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass dessen 
Aminosauresequenz an Stelle des Serins ein Prolin aufweist. 

4. RPL3, dadurch gekennzeichnet, dass dessen Aminosauresequenz 
an der Stelle Prolin 9 eine Mutation aufweist, so dass der Orga- 
nismus, in dem das mutierte RPL3 exprimiert wird, eine erhohte 
Trichothecen-Resistenz aufweist . 

5. RPL3 nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass dessen 
Aminosauresequenz an Stelle des Prolins eine andere Aminosaure 
mit einer aliphatischen Seitenkette aufweist. 

6. RPL3 nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass dessen 
Aminosauresequenz an Stelle des Prolins ein Leucin aufweist. 

7. RPL3 , dadurch gekennzeichnet, dass dessen Aminosauresequenz 
an der Stelle des Histidins 256 eine Mutation aufweist, so dass 
der Organismus, in dem das mutierte RPL3 exprimiert wird, eine 
erhohte Trichothecen-Resistenz aufweist. 

8. RPL3 nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass dessen 
Aminosauresequenz an Stelle des Histidins eine Aminosaure mit 
einer aromatischen Seitenkette aufweist. 

9. RPL3 nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass dessen 
Aminosauresequenz an Stelle des Histidins ein Tyrosin aufweist. 
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10. RPL3 , dadurch gekennzeichnet, dass dessen Aminosauresequenz 
zumindest an zwei Stellen eine Mutation gemafi einem der Anspru- 
che 1 bis 9 aufweist. 

11. RPL3 nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass dessen 
Aminosauresequenz eine Mutation im C- terminalen Bereich und eine 
im N-terminalen Bereich aufweist. 

12. RPL3 nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass am C-Terminus der Aminosauresequenz eine zusatz- 
liche Sequenz angehangt ist. 

13. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet , dass es fur ein RPL3 
gemaS einem der Anspruche 1 bis 12 kodiert . 

14. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Teilse- 
quenz des DNA-Molekuls gemafi Anspruch 13 umfasst, wobei es fur 
eine Aminosauresequenz kodiert, die zumindest den Bereich einer 
Mutation eines RPL3 -Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 12 
umfasst . 

15. DNA-Molekul nach Anspruch 13 Oder 14, dadurch gekennzeich- 
net, dass es kovalent mit einer nachweisbaren Markierungssub- 
stanz assoziiert ist. 

16. Biologisch f unktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet, 
dass er ein DNA-Molekul gemafi einem der Anspruche 13 bis 15 um- 
fasst . 

17. Verfahren zur Herstellung von Trichothecen-toleranten re- 
kombinanten Zellen, dadurch gekennzeichnet, dass zumindest ein 
DNA-Molekul gemaS einem der Anspruche 13 bis 15 oder ein Vektor 
gemaS Anspruch 16 in die Zelle eingeschleust und das mutierte 
RPL.3 exprimiert wird. 

18. Verfahren zur Herstellung von Trichothecen-toleranten re- 
kombinanten Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen, dadurch gekennzeich- 
net, dass zumindest ein DNA-Molekul gemaE einem der Anspruche 13 
bis 15 oder ein Vektor gema& Anspruch 16 in die Pflanze bzw. 

Pf lanzenzellen eingeschleust und das mutierte RPL3 exprimiert 
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19. Zellen, dadurch gekennzeichnet , dass sie im Genom ein DNA- 
Molekul bzw. eine Mutation gemafi einem der Anspruche 13 bis 15 
umfassen, so dass sie ein mutiertes RPLi3 gemi.fc einem der An- 
spruche 1 bis 12 exprimieren und dadurch eine Trichothecen-Tole- 
ranz aufweisen. 

20. Zellen nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
eine Typ B-Trichothecen-Toleranz aufweisen. 

21. Zellen nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
eine Deoxynivalenol (DON) -Toleranz aufweisen. 

22. Zellen nach einem der Anspruche 19 bis 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie eine erhohte Trichothecen-Resistenz von uber 
50 %, vorzugsweise uber 2 00 %, verglichen mit dem jeweiligen 
Wildtyp aufweisen. 

23. Pflanze bzw. Pf lanzenzellen, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie im Genom ein DNA-Molekul bzw. eine Mutation gemafc einem der 
Anspruche 13 bis 15 umfasst bzw. umfassen, so dass sie ein mu- 
tiertes RPL3 gemaE einem der Anspruche 1 bis 12 exprimiert bzw. 
exprimieren und eine Trichothecen-Toleranz aufweist bzw. aufwei- 
sen. 

24. Pflanze bzw. Pf lanzenzellen nach Anspruch 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie eine Typ B-Trichothecen-Toleranz aufweist 
bzw. aufweisen. 

25. Pflanze bzw. Pf lanzenzellen nach Anspruch 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie eine Deoxynivalenol (DON) -Toleranz auf- 
weist bzw. aufweisen. 

26. Pflanze bzw. Pf lanzenzellen nach einem der Anspruche 23 bis 
25, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine erhohte Trichothecen- 
Resistenz von uber 50 %, vorzugsweise uber 200 %, verglichen mit 
dem jeweiligen Wildtyp aufweist bzw. aufweisen. 
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27. Verfahren zur Herstellung eines DNA-Molekuls umfassend eine 
fur RPL3 codierende Region, das in dem Organismus, in dem es ex- 
primiert wird, zu einer erhohten Trichothecen-Resistenz fuhrt, 
dadurch gekennzeichnet , dass ein Wildtyp-RPL3 -Gen, ausgenommen 
an der Stelle Tryptophan 255, punktmutiert wird, wonach das mu- 
tierte Gen in einen Testorganismus eingeschleust wird, der da- 
raufhin mutiertes RPL3 exprimi-ert, wobei der Testorganismus an- 
schliefcend auf einem Nahrmedium, umfassend Trichothecen, kulti- 
viert und selektiert wird, wonach mutierte DNA-Molekule aus den 
selektierten Klonen isoliert und gereinigt und gegebenenf alls 
sequenziert werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Testorganismus, in den das mutierte DNA-Molekul einge- 
schleust ist, eine Hypersensitivity gegenuber Trichothecene 
auf weist . 

29. Verfahren nach Anspruch 27 Oder 28, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Testorganismus, in den das mutierte DNA-Molekul einge- 
schleust ist, eine Genunterbrechung im genomischen RPL3 auf- 
weist . 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 29, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das mutierte DNA-Molekul zumindest einen Se- 
lektions-Marker umfasst. 

31. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 30, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Mutation mittels Hydroxylamin durchge- 
fuhrt wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 30, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Mutation in einem E. coli-Mutationsstamm, 
z.B. XLI-Red, durchge fuhrt wird. 

33. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Nahrmedium zur Selektion der transfor- 
mierten Wirtsorganismen zumindest 100 ppm Deoxynivalenol (DON) , 
vorzugsweise zumindest 200 ppm DON, umfasst. 
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34. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass nach Isolierung und Reinigung der mutierten 
DNA-Molekule diese in Wirtszellen eingeschleust werden, die auf 
Nahrmedium umfassend Trichothecen kultiviert und selektiert wer- 
den, wonach mutierte DNA-Molekule gegebenenf alls wiederum iso- 
liert und gereinigt werden. 

35. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Wildtyp-RPL3 -Gen an der Stelle Serin 2 
punktmutiert wird . 

36. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 35, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass das Wildtyp-RPL3-Gen an der Stelle Prolin 9 
punktmutiert wird. 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 36, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass das Wildtyp-RPL3 -Gen an der Stelle Histidin 
2 56 punktmutiert wird. 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 37, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass nach Isolierung und Reinigung der mutierten 
DNA-Molekule diese in Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen transf ormiert 
werden . 

39. Zellen, ausgenommen eine W255C-Mutation umfassende Saccha- 
romyces cerevisiae- Zellen Stamm CLP1, dadurch gekennzeichnet , 
dass sie mit einem mutierten DNA-Molekul, das gemafc einem der 
Anspruche 27 bis 37 hergestellt wurde, transf ormiert wurden, mu- 
tiertes RPL3 exprimieren und eine Trichothecen-Toleranz aufwei- 
sen . 

40. Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie mit einem mutierten DNA-Molekul, das gemaS einem der Anspru- 
che 27 bis 37 hergestellt wurde, transf ormiert wurden, mutiertes 
RPL3 exprimieren und eine Trichothecen-Toleranz aufweisen. 
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